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Zmodyfikowano metode HPLC oznaczania glikopiranozydow (wicyny i kon-
wicyny) poprzez zastosowanie dostepnej w handlu urydyny jako standardu wew-
netrznego. Wyznaczone doswiadczalnie wspotczynniki korekcyjne wynosity dla
wicyny i konwicyny odpowiednio 1,12 i 0,79. Przesledzono zmiany zawartosci
wicyny i konwicyny w czasie dojrzewania nasion bobiku stwierdzajagc ponad 90%
redukcje ich zawartosci w nasionach bobiku w czasie potrzebnym do osiagniecia
dojrzatosci przemystowe;j.

WSTEP

Nasiona roslin straczkowych, w tym rdwniez bobiku, niezmiennie znajduja sie
w kregu zainteresowan wielu osrodkéw badawczych. W nasionach bobiku znajduje sie
24-40% skrobi oraz 28-35% biatka. Dlatego tez nasiona bobiku stanowig alternatywe
wobec drogich biatek soi w mieszankach paszowych dla drobiu i zwierzat hodowlanych.
Mozliwosci wykorzystania bobiku w diecie cztowieka ogranicza wystepowanie w na-
sionach czynnikow antyzywieniowych. Wedtug Bjerga i wsp. [1] nasiona bobiku charak-
teryzuje wysoka zawarto$¢ glikopiranozydow i tanin, $redni poziom zawarto$ci a-galak-
tozydéw z grupy rafinoz oraz wzglednie niskie stezenia inhibitoréw trypsyny, he-
maglutynin i fitynianéw. Wiekszo$¢ sposréd wymienionych czynnikéw antyzywieniow-
ych to zwiazki ulegajace catkowitej lub czesciowej inaktywacji pod wptywem hydroter-
micznej w procesach parowania lub gotowania. Istotny problem stanowi obecnos¢
termostabilnych glikopiranozydoéw wicyny i konwicyny, ktére nie ulegajg degradacji pod
wptywem zabiegéw kulinarnych. Stwierdzono wystepowanie zwigzku przyczynowego
pomiedzy spozywaniem nasion zawierajgcych glikopiranozydy i zachorowaniami na
chorobe hemolityczng, okreslang jako fawizm [3, 6]. Osoby ze sktonnos$cig do fawizmu
wykazujg genetyczny niedob6r dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej (G-6PD) i to-
warzyszacy temu niski poziom glutationu (GSH) w erytrocytach. Zwigzkami nisz-
czacymi glutation erytrocytéw u ludzi z niedoborem G-6PD sa dwa aglikony dwuwi-
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cyna i izouramil, ktére wchodzg w sktad wicyny i konwicyny. Wiele badan dotyczy
eliminacji glikopiranozydéw poprzez genetyczny dobér materiatu siewnego lub zastos-
owanie odpowiednich zabiegéw technologicznych [4, 5, 6]. Laczy sie to z koniecznos$cia
opracowania standardowej metody iloSciowego oznaczania wicyny i konwicyny w ba-
danym materiale siewnym oraz nasionach i produktach biatkowych z bobiku. Obecnie
wykonywanie badan rutynowych zawartosci glikopiranozydéw jest utrudnione z uwagi
na niedostepno$¢ handlowych wzorcéw wicyny i konwicyny [5, 7, 10]. Dlatego w ninie-
jszej pracy podjeto prébe zastosowania urydyny jako standardu wewnetrznego do
oznaczania wicyny i konwicyny metodg HPLC.

Celem podjetych badan byta modyfikacja metody oznaczania wicyny i konwicyny
technikg wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC), poprzez zastosowanie
dostepnej w handlu urydyny jako standardu wewnetrznego (IS) oraz wykorzystanie
opracowanej metody do prze$ledzenia zmian zawartosci glikopiranozydéw podczas
dojrzewania nasion bobiku.

MATERIAL | METODY

Materiat do badan stanowity nasiona bobiku odmiany Dino, pochodzace z upraw 1993 roku
z plantacji Akademii Rolniczo-Technicznej w Olsztynie. Proby nasion pobierano od momentu
ich wyksztalcenia sie az do uzyskania petnej dojrzatosci, w odstepach co 12 dni.

W?zorce wicyny i konwicyny otrzymano z Departament of Crop Science, University of Sas-
katchewan. W badaniach stosowano: urydyne (CoH12N206) firmy Sigma, USA; acetonitryl do
analiz HPLC firmy Merck, Niemcy; pozostate odczynniki pochodzity z PPH POCh Gliwice.

Ekstrakcja

Ekstrakcje wicyny i konwicyny z nasion bobiku wykonywano metodg podang przez Que-
menera i in. oraz Quemenera [8, 9] z niewielkimi zmianami. Odwazka nasion bobiku poddana
ekstrakcji wynosita od 1 do 2.5 g. Wielko$¢ odwazki zalezata od suchej masy nasion, ktérg
oznaczono metodg suszenia w temperaturze 105°C. Nasiona bobiku rozdrabniano przy uzyciu
homogenizatora laboratoryjnego (nasiona suche uprzednio mielono)i poddawano dwukrotnej
ekstrakcji 0,1 mol/l NaOH przez 10 minut. Homogenng mase przenoszono ilosciowo do pro-
boéwek wiréwkowych i wirowano (10 min; 4000 x g). Nastepnie pobierano 15 ml supernatantu
i przy uzyciu okoto 15 ml 1 mol/l HCL obnizano pH w celu wytracenia biatek w punkcie
izoelektrycznym (pH 4.2). Cato$¢ préby ponownie wirowano (10 min; 4000 x g), oddzielano
supernatant, a osad biatka przemywano 30 ml wody destylowanej zakwaszonej do pH = 4,2
i saczono. Supernatant i przesacz taczono i rozcieiczano wodg destylowang do uzyskania ob-
jetosci 50 ml. Z tak przygotowanej préby wyjsciowej pobierano 1 ml, dodawano standard
wewnetrzny (IS) i uzupetniana wodg destylowang do statej objetosci (okoto 10-krotne roz-
cienczenie). Stezenie urydyny w rozcieficzonej prébie wynosito 0.04 mg/l. Rozciericzenie préby
wodg destylowang jest konieczne w celu ochrony kolumny analitycznej przed wytraceniem sie
glikopiranozydéw. Prébe saczono przy uzyciu filtru Millipore (0,45 /xm) i nanoszono na kolumne
HPLC w ilosci 20 u\.

Przygotowanie roztworéw wzorcowych

W?zorce glikopiranozydéw: wicyny i konwicyny oraz standardu wewnetrznego - urydyny
rozpuszczono w 0,1 mol/l NaOH, pH roztworéw doprowadzano do 4,2 za pomocg 0,1 mol/l
HC1 i sporzadzano rozcienczenia w zakresie 0,01 - 0,05 mg/ml. Roztwory wzorcowe przed
naniesieniem na kolumne HPLC sgczono podobnie jak ekstrakty z nasion bobiku. Roztwory
wicyny, konwicyny i urydyny oraz mieszanine wzorcdw rozpuszczonych w 0,1 mol/l NaOH
poddawano analizie spektralnej w ultrafiolecie (X = 220 - 340 nm) w celu wyznaczenia widm
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absorpcji tych zwigzkdw. Pomiaréw dokonano przy uzyciu spektrofotometru CARY 3E firmy
Varian z systemem analizy wizyjnej.
Warunki rozdziatu metodg HPLC

Warunki rozdziatu wicyny i konwicyny metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej
zmodyfikowano w oparciu o dane opublikowane przez Quemenera [9] i Quemenera i wsp. [8].
W badaniach korzystano z systemu HPLC firmy Unicam, skladajgcego sie z pompy LC3-XP,
detektora LC-UV (Pye Unicam), rejestratora PM 82-51 (Philips) i integratora CI-100 (Tesla).
Do rozdziatu uzyto kolumny szklanej firmy Tessek o wymiarach 3.3 x 150 mm z wypetnieniem
Separon SGX:2 (5/xm). Faze ruchomg stanowit acetonitryl-woda (70:30; v/v), a przeptyw wynosit
1 ml/min. Oznaczenia badanych zwigzkéw wykonano przy diugosci fali 273 nm i czutosci
odczytu 0.01 jednostki absorbancji (AUFS). Liniowe zaleznosci pomiedzy polem powierzchni
pikéw i stezeniem glikopiranozydéw i urydyny w zakresie stezeri obliczono matematycznie [2].

OMOWIENIE WYNIKOW

Maksima absorpcji (“ma) wzorcowych roztworéw glikopiranozydéw: wicyny i kon-
wicyny oraz standardu wewnetrznego - urydyny okre$lono za pomocga systemu analizy
obrazu (Ryc. 1). Wynoszg one odpowiednio: dla urydyny 262 nm, konwicyny 273 nm
i wicyny 276 nm. W oparciu o wyniki analizy widmowej i dane z piSmiennictwa [9],
w metodzie HPLC przyjeto odczyt detekcji przy 273 nm. Wybrana dtugos¢ fali stanowi
maksimum absorpcji konwicyny, a urydyna i wicyna wykazujg przy niej wysokg absor-
bancje.

Rye. 1. Widmo UV standardéw: urydyna (1), konwicyna (2), wicyna (3).
UV spectrum of uridine (1), convicine (2), vicine (3).

Piki wicyny, konwicyny i urydyny w mieszaninie wzorcow rozdzielonych metoda
HPLC, w warunkach podanych w czesci metodycznej, zidentyfikowano w oparciu
0 czasy retencji roztworéw wzorcéw nanoszonych pojedynczo na kolumne. Chromato-
gramy mieszaniny wzorcow zawieraly trzy doktadnie rozdzielone, nie naktadajace sie
na siebie piki. Kolejno$¢ rozdziatu i czasy retencji ksztattowaty sie nastepujgco: urydyna
1,6 min., wicyna 2,7 min. i konwicyna 13 min. (Ryc. 2). Chromatogramy otrzymane
w wyniku rozdziatu metodg HPLC préb przygotowanych z ekstraktéw nasion bobiku
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zawieraty réwniez trzy doktadnie rozdzielone piki, odpowiadajgce czasom retencji
oznaczanych zwigzkéw. Na chromatogramach nie stwierdzono obecnosci zadnych do-
datkowych pikéw w czasie 20 minut rozdziatu (Ryc. 2).

Ryc. 2. Chromatogramy HPLC rozdziatu standardéw (A) i préby (B): 1-urydyna, 2-wicyna,
3-konwicyna.
Chromatograms of separation of standards and sample: 1-uridine, 3-vicine, 3-convicine

Roztwory pojedynczych wzorcow o stezeniach w zakresie od 0,01 do 05 mg/ml
postuzyly do wyznaczenia kalibracyjnych wicyny, konwicyny i urydyny w opisanych
warunkach rozdziatu metodg chromatografii cieczowej. Odczytane z integratora war-
tosci pola powierzchni pikdw wykazywaty zalezno$¢ liniowag w zakresie badanych stezen
(wspdtczynniki korelacji powyzej 0,99) (Ryc. 3).

Na podstawie krzywych kalibracyjnych roztworédw wzorcéw obliczono wspotczynniki
korekcyjne. W tym celu, dla kazdego stezenia (w badanym zakresie stezen) obliczono
stosunek pola powierzchni piku wicyny lub konwicyny do urydyny. Warto$¢ wspotczyn-
nikéw w zakresie stezed od 0,01 do 0,05 mg/ml byla stata i wynosita odpowiednio:
wicyna 1,12 i konwicyna 0,79. Wspétczynniki korekcyjne uwzgledniaja réznice mak-
siméw absorpcji wzorcow. Obliczenia zawartosci wicyny lub konwicyny w ekstraktach
nasion bobiku dokonano w oparciu o znane stezenie standardu wewnetrznego - ury-
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Ryc. 3. Krzywe kalibracyjne rozdziatu HPLC dla urydyny (1), wicyny (2) i konwicyny (3).
Calibration curve of separation of uridine (1), vicine (2) and convicine (3).

dyny (0,04 mg/ml) w analizowanych prébach. Koncowy wynik uwzglednia wielko$¢
nawazki i stosowane rozcienczenia.

APLIKACJA METODY

Opracowang metode oznaczania glikopiranozydéw zastosowano do prze$ledzenia
zmian zawarto$ci wicyny i konwicyny podczas dojrzewania nasion bobiku. Przesledzono
zmiany zawartosci wicyny i konwicyny w przeliczeniu na zawarto$¢ suchej masy nasion
bobiku w okresie od wyksztatcenia sie nasion do uzyskania przez nie dojrzatosci
zbiorczej (Ryc. 4). Zawarto$é wicyny we wczesnej fazie wyksztatcenia nasion wynosita
26,2 g/kg, a konwicyny 9,1 g/kg suchej masy nasion. W tym czasie sucha masa nasion
bobiku ksztattowata sie na poziomie 18,0%. W koncowej fazie dojrzewania bobiku,
ktéora w warunkach doswiadczenia przypadata okoto 72 dnia od momentu wyksztat-
cenia sie nasion, zawarto$¢ suchej masy wynosita 78,0%. Nasiona zawieraly wowczas
0,24 g/kg s.m. wicyny oraz zaledwie 0.01 g/kg s.m. konwicyny. Ze wzrostem suchej
masy do koto 50%, (po 36 dniach) zaobserwowano znaczny spadek zawartosci glikopi-
ranozydéw o okoto 89,4% w przypadku wicyny i 88,5% konwicyny. Dalsze obnizenie
zawartosci glikopiranozyddéw przebiegato znacznie tagodniej. W momencie zbioru na-
sion bobiku stwierdzono ponad 90% redukcje zawartosci glikopiranozydéw w prze-
liczeniu na suchg mase nasion. Osiagniecie dojrzatosci przez nasiona bobiku uwarunk-
owane jest wieloma czynnikami.
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Ryc. 4. Zmiany zawartosci suchej masy (1) oraz wicyny (2) i konwicyny (3) w czasie dojrze-
wania nasion bobiku.
Changes in the dry matter (1), vicine (2) and convicine (3) during ripening of faba
bean seeds

Wyro6znikiem przydatnosci nasion do zbioru jest zawarto$¢ suchej masy, ktora
powinna wynosi¢ okoto 80%. Istotna jest tez koncentracja czynnikéw antyzywieniowych,
a stwierdzony w dojrzatych nasionach bobiku poziom glikopiranozydéw wydaje sie byé
bezpieczny.

WNIOSKI

1. Urydyna spetnia wymogi standardu wewnetrznego (I1S) w modyfikacji iloSciowej
metody oznaczania glikopiranozydéw technikg HPLC. Handlowa dostepnos$¢ urydyny
pozwoli na rutynowe oznaczanie tych zwigzkdw.

2. Zawarto$¢ glikopiranozydéw w nasionach bobiku ulega znacznemu obnizeniu
podczas dojrzewania. W momencie osiggniecia dojrzatosci zbiorczej zawarto$¢ wicyny
i konwicyny w suchej masie nasion byta o ponad 90% nizsza niz w nasionach w po-
czatkowym okresie dojrzewania.

J. Nestorowicz, G. Pierzynowska-Kornik, R. Zadernowski

APPLICATION OF THE HPLC METHOD TO THE DETERMINATION OF
GLUCOPIRANOSIDES DURING RIPENING OF FABA BEAN SEEDS

Summary

Uridine (CeH12N20s) was applied as an internal standard for the determination of glucopi-
ranosides in faba bean seeds by the HPLC method. The relative UV response factors of vicine
or convicine to uridine were determined (1.12 and 0.79, respectively). The changes in the
content of vicine and convicine during ripening of faba bean seeds were followed. It was
observed that with the increase in the seed dry matter content from 0.18 kg/kg to 0.78 kg/kg,
the dry matter based content of vicine decreased from 26.225 g/kg to 0.243 g/kg, and that of
convicine from 9.051 g/kg to 0.094 g/kg.
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